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論文内容の要旨
[目的]
細菌の細胞周期は主に染色体複製，染色体分配，細胞分裂の三過程から構成されている。しかし，栄養のよい培地
で速く成長している細胞では DNA 合成が細胞周期を通じて行われており， 1 細胞周期を真核生物の S 期， M期のよう
に明確に区分できない。そのため，染色体分配や細胞分裂が染色体複製の完了に伴って開始するのか，あるいはこれ
ら三過程が独立に進行しているのかはっきりとは分かっていない。しかし，細胞分裂により同じ大きさの娘細胞が生
じ，しかも染色体がそれらに過不足なく分配されることから，これら三過程の聞には厳密な協調制御機構が働いてい
ると推測できる。原核生物の研究には歴史があり，かなり多くのことが明らかにされていると思われがちであるが，
この細胞周期の協調制御系についてはまだほとんど研究されていなしユ。私は，本来の染色体複製の開始点 (oriC) を
欠失させた枯草菌を作成し，その後の細胞周期(染色体分配や細胞分裂)の進行にどのような影饗が現れるか検討し
た。
[方法ならびに成績]
染色体複製は細胞の生存に必須であるので単純に oriC を欠失させることはできない。そこで，まず枯草菌で複製可
能なプラスミドを染色体に組み込み， oriC にからの複製開始が阻害されてもプラスミドの複製系に依存した染色体複
製が生じることにより生存可能となる菌株の構築を行った。このように，本来の複製開始点からの複製開始阻害がプ
ラスミドを染色体に組み込むことにより解除される現象を integrative suppression と呼ぶ。大腸菌ではこの現象が確
認されているが，枯草菌では多くの研究者が試みたにも拘わらずこの現象を証明できる菌株の構築に成功していなか
った。その理由の一つは，枯草菌で複製可能な多くのプラスミドがローリングサークル型の複製をすることである。
そこで，。型複製をすると予想された納豆菌 (Bacillus natto) 由来の低コピー数プラスミド pLS32 (染色体当り 1-2
コピー)を，高温で染色体複製開始が特異的に阻害される枯草菌 dnaA 変異株の染色体 (3600 のマップ上115。の位置
にある ρroA 遺伝子内)に組み込んだ。クロラムフェニコール耐性を指標に組み込み体を選択しその高温感受性を調べ
た結果，高温で生存可能となることが分かった。また ， oriC からの複製開始に必須な DnaA 蛋白質を完全に欠失した
dnaA -null 変異株もこのプラスミドを染色体に挿入しておけば作成可能となることがわかった。このように，本研究は
枯草菌でも integrative suppression の現象があることを初めて証明した。
次いで， pLS32 のこの性質を利用して本来の染色体複製開始点である oriC を欠失した菌株の構築を行った。枯草菌
の染色体複製開始のためには dnaA 遺伝子の上流と下流にある非コード配列部がともに必要で、あることがわかってい
る。これらの領域には DnaA 蛋白質の結合配列が繰り返して存在しているが，実際の複製はこの下流領域から開始す
る。 pLS32 を ρ1'oA 遺伝子内に組み込んだ後，この下流領域の103 bp を欠失した。欠失に伴って代わりに EcoRI リン
カーが挿入されるように設計し，その EcoRI 切断部位の挿入を指標にサザン法で oriC の欠失を確認した。次に，染色
体上の色々な位置の遺伝マーカーの遺伝子量を形質転換法を用いて定量した。その結果， ρroA 遺伝子に近いマーカー
の遺伝子量が最も高く，遠ざかるにつれて左右対称的に遺伝子量は減少した。これは染色体複製が組み込んだ pLS32
から始まり，両方向に進行していることを示している。
枯草菌の胞子形成初期に染色体 DNA が母細胞から未成熟胞子へ移動することが知られている。この過程で複製開
始領域は真核生物のセントロメアのように染色体移動の中心となっていることが示唆されている。もし oriC がその
移動の中心として機能しているならば，今回作成した oriC 欠失変異株では胞子形成能が減少すると予想できる。事
実， oriC 欠失変異株の胞子形成率は野生株の 1- 5 %程に低下していた。次に，栄養細胞増殖期の染色体分配における
oriC の重要性を検討した。。γiC 欠失変異株の対数増殖期細胞集団における無核細胞の割合を DAPI 染色後蛍光顕微
鏡下で計測した結果， pLS32 を染色体に組み込んだだけでは野生株と同様にほとんど無核細胞を認めることができな
いのに対し ， oriC の欠失に伴い対数期細胞集団の約40%の細胞が無核細胞になることが分かつた。この結果は ， oriC 
からの複製開始が染色体分配に重要な機能を果たしていること，また細胞分裂は染色体複製と独立に制御されている
ことを示唆している。今回作成した oriC 欠失変異株では，複製開始機構が変化する (oriC からプラスミド系へ)とと
もに複製開始点の染色体上の位置 (0。から 1150 へ)も変化している。この変化のどちらが無核細胞形成の主原因とな
っているかを調べることが今後の課題である。
[総括]
1 .枯草菌で初めて integrative suppression の現象が起きることを証明した。
2. oriC 欠失変異株が高頻度で無核細胞を放出する現象を見い出し ， oriC からの複製開始は染色体分配を含めた
細胞周期の正常な進行に重要であることを示した。
論文審査の結果の要旨
細菌の細胞周期は主に染色体複製，染色体分配，細胞分裂の三過程から構成され，均等な娘細胞が生じるようにこ
れら三過程は相互に厳密に制御されている。しかし，この協調制御系についてはまだほとんど研究されていない。ハ
ツサンアンワルル君は，染色体の複製開始点 (oriC) が欠失した枯草菌株を作成し，その欠失が細胞周期制御に及ぽ
す効果を検討した。
彼は ， oriC の代わりにプラスミドを染色体に組み込んで oriC 欠失株の構築に成功した。このように ， oriC からの
複製開始が阻害されても染色体に組み込まれたプラスミドの複製系を利用して染色体複製が生じ，結果として細胞が
生育可能となる現象を integrative suppression と呼ぶ。大腸菌ではこの現象が知られているが，枯草菌では彼が本研
究で初めて証明した。さらに，この株を解析し，非常に高頻度で染色体 DNA を持たない無核細胞(対数期細胞集団の
約 4 割)が出現していることを見出し ， O1'iC からの複製開始が染色体分配にも重要であることを示した。参考論文で
はこの現象を詳細に解析し，複製開始点の染色体上の位置が染色体分配に大きく影響することを見出し，細菌ではま
だ同定されていないセントロメアが oriC 周辺に存在する可能性を示唆した。
本論文の実験は良く考案され，しかも注意深く行われている。その結果，上述したように，いくつかの新規事実が
本論文により明らかとなった。特に，彼の作成した oriC 欠失株は枯草菌の細胞周期制御を研究する上で重要な材料に
なると多くの海外の研究者が認めている。以上のことから，本論文はハッサンアンワルル君の学位論文として充分な
内容を含んでいると考えられる。
